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【研究背景・目的】 
脳脊髄液 (CSF) 中薬物動態の制御機構を明らかにすることは細菌性髄膜炎などの CSF 疾
患における薬効の予測につながるだけでなく、脳内の薬物動態を解明するうえで重要である。 
従来、血液と CSF 間の薬物の移行は脳室内に存在する脈絡叢上皮細胞を実体とする血液脳脊
髄液関門 (Blood-CSF Barrier, BCSFB)に発現する輸送担体よって制御されているとされてき
た。一方、BCSFB の輸送機能だけで CSF 中の物質動態を説明できない現象が動物実験レベル
で報告されており(H Kodaira et al., J.Pharmacol. Exper. Ther., 2011)、脈絡叢とは異なる性質を持
つ未知の CSF からの排出経路の存在が強く示唆された。クモ膜上皮細胞はクモ膜下腔の CSF
に直接面し、密着結合で連結し血液クモ膜関門 (Blood-Arachnoid Barrier, BAB)を形成してい
る。これまで BAB は「水溶性の物質を透過させず、能動的な輸送機能がない (R Spector and 
CE Johanson, Sci Am, 1989)」とされてきた。一方、近年 BAB において水溶性有機アニオン系
輸送担体を含む種々の輸送担体の mRNA の発現が報告されたこと(K Yasuda et al., DMD, 2013)、
BAB は BCSFB より約 3 倍表面積が大きいと推定されること(GJ Dohrmann, Brain Res., 1970; 
DC Van Essen and HA Drury, J. Neurosci., 1997; CC Hilgetag and H Barbas; Neursci., 2009)から、




色素上皮細胞を実体とする内側血液網膜関門(inner Blood-retina barrier; inner BRB)と外側血液




本研究室で開発した LC-MS/MS と用いた標的絶対定量プロテオミクス (QTAP)法は複数タ
ンパク質の絶対発現量を一斉に算出することができ、上記課題を明らかにするためには有用
である。そこで本研究では QTAP 法を用いて 1) 輸送担体の機能の実体であるタンパク質のク
モ膜及び脈絡叢における発現量を解明し、in vivo 動態解析によって CSF 中薬物動態における
BAB の能動的な機能を証明すること、2) inner BRB における輸送担体のタンパク質発現量を














 ラット脳軟髄膜及び脈絡叢において、それぞれ 22 種類、16 種類の輸送担体のタンパク質
発現量が得られた。軟髄膜では主要な薬物排出輸送担体である mdr1a, bcrp は、脈絡叢のそれ
ぞれ 52-, 9.8 倍のタンパク質発現量を示した。Mdr1a 及び bcrp は BCSFB において基質を CSF
方向へ輸送する役割を担う (J Shen et al., Cancer Res. 2010)。一方、Mdr1a 及び bcrp knockout 
mice を用いた解析においてそれらの基質の CSF への蓄積は wild-type mice より上昇すること
が報告されている (H Kodaira et al., J.Pharmacol. Exper. Ther., 2011)。当報告において CSF は大
槽から採取され、クモ膜が脈絡叢よりも大槽の CSF に近接していること及び本研究の結果か
ら、BAB に発現する mdr1a 及び bcrp は BCSFB での機能とは反対に、CSF から排出輸送担体
として機能することが示唆された。これが mdr1 と bcrp 基質が knockout mice において CSF
への蓄積が上昇した原因であると考えられる。一方、BAB における輸送担体の機能を証明す
るため、BAB 特異的に発現し、受動拡散や吸着が少ない水溶性有機アニオン系薬物の輸送担
体に着目した。軟髄膜において oat1, oat3, oatp1a4, oatp1a5, oatp3a1, oatp1c1 の 6 種類の有機ア














大槽内投与法を用いた BAB における輸送機能の証明 
 上述で樹立した大槽内投与法を用いて PAH 及び CSF bulk flow マーカーである FITC-inulin
の大槽内投与を行った。結果、FITC-inulin の CSF からの消失は少なくとも投与後 15 分間見
られなかった。一方、大槽内に投与した PAH は CSF 中から時間依存的に消失し、2 min から
15 min の消失クリアランスは 26.5 µL/min と算出され、PAH の CSF からの消失には輸送担体
が寄与していることが示唆された。PAH の CSF からの消失に対する oat1 の寄与を明らかに
するため、阻害剤である cephalothin を用いた。Cephalothin を 3 mM で処理した結果、PAH 投
与後 15 min での CSF 中残留割合と、FITC-inulin の残留割合に有意差がなかったことから、
輸送担体を介した PAH の消失がほぼ完全に阻害されたことが示唆された。一方、cephalothin
は軟髄膜において発現が見られた oat3 に対してより強力な阻害効果を示すことが知られてい
る(KY Jung et al., Life science., 2002)。そこで、oat3 のみを十分阻害する濃度 (0.2 mM)で阻害実
験を行った結果、PAH の CSF 中残留割合は非処理群に比べ有意に上昇した。これらの阻害条
件における残留割合変化の差から見積もられる oat1 による輸送活性は、全輸送担体の総活性
の 83%であり、CSF からの PHA 消失において主要な機能を有することが示唆された。また、
oat1 が脈絡叢では検出されず、軟髄膜でのみ発現量が得られたことを考えると、クモ膜には
脈絡叢と異なる輸送担体を介した CSF からの薬物消失経路が存在することが示唆された。  
 
ブタ inner BRB・outer BRB・BBB・BCSFB における輸送担体のタンパク質発現量の解明 
 ブタ inner BRB において 5 種類のタンパク質発現が検出された。排出輸送担体のうち BCRP
は MDR1 の 2.6 倍高い発現量を示した。BCRP は光毒性物質を網膜から血液中へ排出輸送す
るため、その高発現は光感受性が高い網膜を光毒性物質から保護するためと考えらえる。網
膜への薬物送達を考えるうえで BCRP を介した排出機構も考慮する必要があることが示唆さ
れた。一方、MCTs のうち、MCT1 のみが検出され、MCT2,3,4 は定量限界以下であったこと
から、MCT1 が主に血液から網膜への栄養物質の輸送を担っていることが示唆された。次に、
2 つの血液網膜関門間の輸送担体の網膜物質動態への寄与を明らかにするため、inner BRB と
outer BRB における輸送担体のタンパク質発現量の比較解析を行った。両方において発現が検
出された輸送担体はいずれも inner BRB の方が高いタンパク質発現量を示し、中でも BCRP
の発現量は inner BRB は outer BRB の 8.3 倍と最も違いが大きく、BCRP の基質となる薬物は
網膜外層に残留しやすいことが示唆された。一方、SMVT は outer BRB でのみ検出された。
SMVT はビオチン共役型プロドラッグを輸送することが報告されており (AD Vadlapudi, et al., 
Curr. Drug Targets, 2012)、outer BRB の SMVT を介した薬物輸送が網膜外層の疾患への新しい
治療戦略の候補となりうる可能性が考えられる。さらに、網膜をターゲットとした薬物送達
を目指し、2 つの BRB と BBB、BCSFB との輸送担体の発現プロファイルの比較解析を行っ
た。結果、網膜への物質供給を担う輸送担体のうち、粗膜画分の inner BRB 及び outer BRB に






また、大槽内投与法を用いて BAB に oat1,3 を介した PAH の CSF からの排出輸送機構が存在
することを証明し、BAB は CSF 総体積の 8 割を占めるクモ膜下腔 CSF からの薬物の消失経
路として重要な役割を果たしていることが明らかにした。更に、ブタ inner BRB・outer BRB・
BBB・BCSFB における輸送担体のタンパク質発現量を解明し、inner BRB に発現する栄養供
給輸送担体である MCT1 や薬物排出輸送担体である BCRP は網膜における物質動態に重要で
あることが示唆された。 
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輸送担体のタンパク質発現量は、LC-MS/MS を用いた QTAP 法で算出した。BAB の機能解析
にあたり、脈絡叢の影響を回避可能な大槽内投与法を樹立した。ラット脳軟髄膜及び脈絡叢に
おいて、それぞれ 22、16 種類の輸送担体タンパク質発現量が得られた。BAB における輸送担
体の機能を評価するため、BAB 特異的に発現し、受動拡散や吸着が少ない水溶性有機アニオン
系薬物の輸送担体に着目し、中でも最も高発現量を示した oat1 の典型的な基質であるパラアミ
ノ馬尿酸(PAH)及び CSF bulk flow マーカーの FITC-inulin を大槽内投与した。結果、FITC-inulin
の CSF からの消失は少なくとも投与後 15 分間見られなかった。PAH の CSF からの消失クリア
ランスは 27 (μL/min)であり、その消失は阻害剤の cephalothin (3mM)によってほぼ完全に抑制さ
れた。一方、cephalothin は軟髄膜で検出された oat3 に対しより強力な阻害効果を示すことが知
られており、oat3 のみを十分阻害する濃度(0.2mM)では、PAH の消失は 17%阻害され、oat1 が
主に PAH の CSF からの排出に寄与することが示唆された。脈絡叢における oat1 のタンパク質
発現量は定量限界以下であったことから、oat1 を介した CSF からの排出は BAB 独自の機能で
あることが示唆された。以上から、BAB には oat1,3 を介した PAH の CSF からの排出輸送機構
が存在し、BAB が能動的な関門として機能することが示唆された。 
一方、BRB における解析では、構造学的にヒトと類似性が高く試料調製が容易なブタを用い
た。Inner BRB における BCRP の発現量は MDR1 の 2.6 倍高く、網膜への薬物送達を考えるう
えで inner BRB の BCRP を主に考慮する必要があることが示唆された。また、粗膜画分の inner 
BRB 及び outer BRB における MCT1 のタンパク質発現量は、細胞膜がより濃縮された細胞膜画
分である BBB と BCSFB よりも高く、MCT1 を介した薬物輸送は脳や CSF よりも網膜に移行し
やすく、網膜疾患治療の新規薬物送達経路の候補として有用であることが示唆された。 
以上、本研究は QTAP 法を用い CSF や網膜の薬物動態に重要な輸送担体をタンパク質の量的
観点から明らかにし、また、独自な手法を開発し QTAP と組み合わせることで、これまで静的
な障壁のみとされてきた BAB の能動的な機能を初めて証明した研究として高く評価できる。 
 よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
